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It	 was	 determined	 that	 after	 modeling	 of	 acute	 hepatic	 failure	 on	 dogs	 by	 65–70%	 liver	 resection)	 and	




because	 even	90	days	 after	 transplantation	of	 liver	 support	 biounit	 alive	hepatocytes	 and	neogenic	plethoric	
vessels,	growing	through	matrix	were	revealed.
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ВВЕДЕНИЕ
Из-за	 повсеместной	 нехватки	 донорских	 орга-
нов	 около	 30–50%	 потенциальных	 реципиентов	 с	






также	 смертность	 среди	 людей	молодого	 и	 трудо-
способного	возраста	указывают	на	недостаточную	




интерес	 представляют	 современные	 биотехноло-
гии,	основанные	на	проведении	клеточной	терапии	
у	больных	с	ПН.
Известно,	 что	 восстановительная	 регенерация	
печени	 обусловлена	 пролиферацией	 гепатоцитов	
и	 их	 внутриклеточной	 регенерацией	 [1],	 однако	 у	
больных	 с	 ПН	 она	 снижена	 и	 не	 восполняет	 раз-
вившийся	устойчивый	дефицит	функционирующих	
гепатоцитов.
В	 связи	 с	 этим	 одним	 из	 направлений	 регена-
ционной	клеточной	терапии	стало	применение	до-
норских	 гепатоцитов	 либо	 путем	 трансплантации	
их	 в	 подкожную	 клетчатку,	 селезенку,	 брюшную	
полость	 и	 паренхиму	печени,	 либо	путем	 времен-
ного	подключения	биореакторов	(культиваторов)	с	
микрофрагментами	 ткани	печени	или	изолирован-




статки,	 главными	 из	 которых	 являются	 короткие	
сроки	 выживания	донорских	изолированных	 гепа-
тоцитов	 (до	4–5	часов)	и	соответственно	короткие	
сроки	 их	 корригирующего	 воздействия	 на	 печень	














–	 необходимость	 использования	 специальных	 из-






больного,	 а	 также	 управления	 ими,	 что	 суще-
ственно	повышает	себестоимость	метода;
–	 необходимость	 использования	 в	 биореакторах	
микрофрагментов	 печени	 в	 смеси	 с	 частицами	
пористого	 биосовместимого	 носителя,	 которые	
предотвращают	 слипание	 микрофрагментов	 и	
обеспечивают	 эффективный	 массоперенос,	 но	
не	 предотвращают	 отсроченную	 гибель	 гепато-
цитов	в	глубоких	слоях	и	на	поверхности	микро-
фрагментов;
–	 необходимость	 использования	 больших	 коли-
честв	донорского	материала,	что	повышает	угро-
зу	переноса	опасных	инфекций	и	служит	факто-
ром	 избыточной	 активации	 иммунной	 системы	
реципиента,	 сокращающей	 срок	 функциониро-
вания	используемого	материала;
–	 необходимость	регулярного	проведения	сеансов	
подключения	 перфузионных	 систем	 «биоискус-
ственная	печень»,	что	исключает	непрерывность	
регуляторной	поддержки	печени	у	больных	с	ПН.




интракорпоральных	 биомодулей	 –	 устройств,	 соз-
дающих	 условия	 для	 долгосрочного	 выживания	 и	
функционирования	в	них	клеток	донорской	печени,	
способных	 после	 трансплантации	 обеспечить	 не-
прерывную	коррекцию	ПН.
В	 экспериментах	 на	животных	 описано	 приме-
нение	 интракорпоральных	 биомодулей	 «вспомо-
гательная	 печень»	 [16,	 17],	 которые	 представляют	
собой	 биодеградируемый	 полимерный	 матрикс	 с	
адгезированными	на	нем	гепатоцитами.	Однако	вы-
раженная	 местная	 воспалительная	 реакция	 после	
трансплантации	предложенных	биомодулей,	гибель	
большого	 числа	 гепатоцитов	 и	 низкая	 плотность	
прикрепления	 клеток	 печени	 на	 них	 свидетель-
ствовали	об	отсутствии	у	используемых	матриксов	





не	 лицензированы	 в	 нашей	 стране,	 то	 становит-
ся	 очевидным,	 что	 для	 изготовления	 биомодулей	
мы	 должны	 использовать	 отечественные	 лицензи-
рованные	 биополимеры,	 физико-химические,	 ме-
ханические	 и	 технологические	 свойства	 которых	
позволяют	прогнозировать	их	пригодность	для	из-
готовления	биосовместимых	каркасов	и	пролонги-






ствам	 способны	 не	 только	 обеспечить	 прикре-
пление	 клеток,	 но	 и	 формировать	 тканеподобные	
структуры	 за	 счет	 беспрепятственной	 диффузии	 к	





чест	вен	ных	 биополимеров	 для	 изготовления	 био-
модулей	 типа	 «вспомогательная	 печень»	 и	 по	 ис-
пользованию	их	для	коррекции	ПН	мы	в	литературе	
не	обнаружили.
Целью	 настоящего	 исследования	 явилось	 изу-
чение	 пригодности	 биомодулей,	 созданных	 на	 ос-
нове	 биополимерных	 матриксов	 «ЭластоПОБ®»,	
для	 длительного	 выживания	 клеток	 печени	 и	 кор-
рекции	ПН.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Эксперименты	проводились	с	9	до	19	часов	при	
комнатной	 температуре	 (22–24	 °С).	Работа	 выпол-
нялась	 в	 соответствии	 с	 требованиями,	 изложен-
ными	в	Приказе	МЗ	СССР	№	755	от	12.08.1977	г.	
и	 в	 приложении	 к	 Приказу	 МЗ	 СССР	 №	 565	 от	
04.10.1977	г.,	а	также	Правилами	проведения	работ	
с	 использованием	 экспериментальных	 животных	
от	1973	г.,	Санитарными	правилами	по	устройству,	
оборудованию	 и	 содержанию	 экспериментально-





да	 весом	 20–25	 кг.	Премедикацию	 этих	животных	
(собаки)	 осуществляли	 путем	 внутримышечного	
введения:	калипсола	(5%	–	10	мг/кг),	дроперидола	
(1,5	 мг/кг),	 атропина	 (0,1%	 –	 0,02	 мг/кг)	 и	 диме-
дрола	(1%	–	0,5	мл).	В	операционной	осуществля-
ли	вводный	наркоз	путем	внутривенного	введения	
пропофола	 (1%	 –	 7	 мг/кг).	 Операцию	 проводили	
под	 интубационным	 наркозом,	 анестезию	 поддер-
живали	пропофолом	(1%	–	0,5	мг/кг/ч),	калипсолом	
(5%	–	2	мг/кг),	дитилином	(5%	–	20	мг/кг/ч).	Острую	







интраоперационно	 животным	 внутривенно	 вводи-
ли	офлоксацин	–	40	мл	и	метронидазол	–	30	мл.
Выделение	 аутологичных	 клеток	 печени	 осу-
ществляли	 из	 резецированного	 участка	 печени	
(4	×	4	×	2	см)	бесперфузионным	методом	[8]	путем	
3-кратной	отмывки	изъятого	кусочка	печени	от	кро-
ви	 и	 измельчения	 его	 на	 холоде	 (t	 =	 4	 °C)	 в	 чаш-












с	 ячейками	 200	 мкм	 и	 фильтровали	 промыванием	
питательной	средой	DMEM/F-12	с	10%	фетальной	
бычьей	 сывороткой;	 затем	 суспензию	 из	 отдель-




среде	 того	же	 состава	 и	 опять	 центрифугировали.	
Процедуру	 повторяли	 3–5	 раз.	Жизнеспособность	
клеток	 оценивали	 методом	 окрашивания	 трипа-
новым	 синим.	 Выход	 клеток	 из	 резецированного	
участка	печени	(12–15	г	ткани	печени)	колебался	в	




клеток	 не	 выполняли.	 Полученную	 взвесь	 клеток	
печени	концентрировали	в	1–2	мл	физиологическо-
го	 раствора	 и	 ресуспендировали	 в	 ростовой	 среде	
(William’s	E	с	 заменой	аргинина	на	орнитин	и	до-
бавлением	 фетальной	 бычьей	 сыворотки,	 фактора	





106	 клеток	 печени/мл.	 Посадку	 (иммобилизацию)	
свежевыделенных	 клеток	 печени	 в	 концентрации	




В	 качестве	матрикса	 использовали	 биополимер	
ЭластоПОБ®	 (ЗАО	«Биомирсервис»,	 Россия),	 соз-
данный	 на	 основе	 сополимера	 полиоксибутирата-
валерата,	 синтезируемого	 различными	 видами	
прокариотических	 клеток,	 поддерживающего	жиз-
неспособность	 культивируемых	 клеток	 в	 неопти-
мальных	условиях	среды	[5,	14,	19].
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ЭластоПОБ®	в	настоящее	время	разрешен	к	ме-
дицинскому	применению.	Основным	компонентом	
ЭластоПОБ®	 является	 биодеградируемый	 бакте-
риальный	 сополимер	 β-оксибутирата	 и	 β-ок	си	ва-




(ВГП),	 повышающий	 гидрофильность	 и	 эластич-
ность	материала.
Матриксы	 ЭластоПОБ®	 представляли	 собой	
губки	 со	 следующими	 размерами	 и	 параметрами:	
диаметр	 пористой	 губки	 –	 10	 ±	 2	 мм;	 толщина	 –	
1,2	±	0,5	мм;	масса	–	6,0–12,0	мг.	Пористость	–	не	
менее	95	±	2%.	Размер	макропор	–	300	±	100	мкм.
Культивирование	 аутологичных	 клеток	 печени	
на	 матриксе	 осуществляли	 в	 течение	 3	 суток	 по	
общепринятой	методике	 [16].	Для	этого	матрикс	с	
посаженными	 клетками	 помещали	 в	 стерильную	
камеру	и	инкубировали	in vitro	в	ростовой	среде,	со-
став	которой	указан	выше.	Созданный	биомодуль,	









из	 расчета	 45	мг/м2	поверхности	 тела	 также	 через	
каждые	12	часов	в	течение	30	дней.














дили	 на	 гематологическом	 анализаторе	Micros-60.	
Жизнеспособность	 клеток	 перед	 иммобилизацией	
на	матрикс	 оценивали	 окрашиванием	 трипановым	











Результаты	 биохимических	 исследований	 были	




Методами	 световой	 микроскопии	 было	 уста-











Культивирование	 выделенных	 клеток	 пече-
ни	 на	 культуральном	 пластике,	 покрытом	 колла-
геном	 (имитация	 условий	 культивирования	 на	
3D-матриксах),	 позволяет	 повысить	 процент	 жиз-
неспособных	 клеток	 до	 92–95%	 и	 создает	 усло-
вия	 для	 формирования	 тканеподобных	 структур	
(рис.	 2).	Полученные	 нами	 результаты	 послужили	




готовления	 функционально	 активных	 биомодулей.	
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тромбинового	индекса	(133%)	(рис.	5,	а),	высоким	
содержанием	фибриногена	 (6000	 мг/л)	 (рис.	 5,	 б),	













При	 динамическом	 исследовании	 перечислен-
ных	показателей	у	собак	с	ПН	было	отмечено	по-
степенное	 их	 возвращение	 к	 норме.	 Содержание	




























ное	 снижение	 показателей	 ПН:	 снижение	 лактата	
(рис.	3,	б),	ферментов	цитолиза	(рис.	4,	б),	а	также	
достоверное	 снижение	 протромбинового	 индекса	
(рис.	 5,	 а),	 достоверное	 повышение	 фибриногена	
(рис.	5,	б)	и	общего	белка	(рис.	3,	а).	К	5-м	суткам	







резекции	 печени,	 тогда	 как	 в	 контроле	 их	 норма-











плантации	 биомодулей	 мы	 связали	 с	 реализацией	
гепатоспецифических	и	регуляторных	функций	тех	
жизнеспособных	гепатоцитов,	которые	были	транс-
плантированы	 на	 матриксах.	 Для	 подтверждения	
возможности	длительного	сохранения	жизнеспособ-





после	 их	 трансплантации.	 В	 приготовленных	 сре-
зах	 зон	 (брыжейка	 тонкой	кишки)	 трансплантации	
биомодулей	(матрикс	с	гепатоцитами)	через	90	дней	
были	 выявлены	 жизнеспособные	 пролиферирую-
щие	 гепатоциты	 (рис.	 6,	 а).	В	 структуре	 биодегра-
дируемого	 матрикса	 располагаются	 клетки	 печени	
с	 четкими	 контурами,	 жизнеспособность	 и	 эндо-
дермальное	 происхождение	 которых	 подтвержде-
ны	иммуногистохимическим	методом	с	антителами	
к	митохондриальным	антигенам	 (рис.	6,	б).	Важно	
подчеркнуть,	 что	 спустя	 90	 суток	 в	 структуре	 де-
градируемого	матрикса	наряду	с	жизнеспособными	
гепатоцитами	нами	были	выявлены	новообразован-











годность	 3D-матрикса	 ЭластоПОБ®	 для	 создания	
функционирующей	ниши	жизнеспособных	ассоци-
атов	клеток	печени.	Жизнеспособность	клеточных	
ассоциатов	 в	 матриксе	 обеспечивается	 не	 только	
размещением	и	активной	диффузионной	доставкой	
кислорода	 и	 питательных	 веществ	 к	 иммобилизо-
ванным	клеткам,	но	и	прорастанием	к	ним	сосудов,	
создающих	 благоприятные	 условия	 для	 формиро-
вания	 устойчивых	 тканеподобных	 ассоциатов	 им-
мобилизованных	 клеток	 печени	 и	 их	 длительного	
автономного	 функционирования.	 Мы	 полагаем,	






перфузионных	 систем	 и	 проведения	 сложных	
полостных	операций;
–	 создает	 с	помощью	трансплантируемого	3-мер-
ного	 матрикса	 культуральные	 условия	 для	 вы-
живания	и	пролиферации	клеток	печени,	а	также	
формирования	«тканеподобной»	структуры;
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–	 создает	с	помощью	3D-каркаса	адекватные	усло-
вия	 для	 диффузии	 оксигенированной	 межтка-




–	 предполагает	 использование	 как	 аутологичных	
клеток,	 которые	 снижают	 степень	 активации	
иммунной	 системы,	 так	 и	 аллогенных	 клеток	
печени,	что	позволит	трансплантируемому	био-
модулю	при	использовании	иммуносупрессоров	
оказывать	 длительное	 биорегуляторное	 органо-
специфическое	 воздействие	 на	 печень	 и	 орга-
низм.
Эффективность	 применения	 вживляемых	 био-
модулей	 «вспомогательная	 печень»	 и	 сравнитель-




Наше	 исследование	 показало,	 что	 биомодули,	
представляющие	 собой	 изолированные	 клетки	 пе-
чени	 (гепатоциты	 и	 непаренхиматозные	 клетки),	





При	 трансплантации	 биомодулей	 «вспомога-
тельная	печень»	животным	с	острой	ПН	коррекция	
нарушений	 функций	 печени	 происходит	 быстрее,	
чем	у	животных	без	трансплантации	биомодулей.
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